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 Un evento importante para el desarrollo de enfermedades cardiovasculares 
corresponde a la disfunción endotelial. Entre otras características, este evento 
comprende la transformación fibrótica del endotelio mediante un proceso denominado 
fibrosis endotelial. Durante este proceso, las células endoteliales cambian tanto su 
morfología como su patrón de expresión de proteínas a través de un mecanismo 
denominado transición endotelio-mesénquima. La fibrosis endotelial está caracterizada 
por la disminución de proteínas endoteliales (VE-CAD y CD-31), el aumento de proteínas 
fibróticas (FSP-1 y -SMA) y un incremento de componentes de la matriz extracelular (FN 
y Col III). Un inductor muy estudiado de fibrosis es el TGFβ-1, citoquina que estimula la 
producción de componentes fibróticos, contribuyendo a la generación de fibrosis. Por otro 
lado, existe evidencia que apunta a la participación del factor transcripcional STAT3 en 
el proceso de fibrosis celular. Nosotros observamos en nuestro laboratorio que la 
disminución de la expresión de STAT3 en células endoteliales produce un fenotipo tipo 
fibroblasto. Adicionalmente, observamos que la disminución de la expresión de STAT3 
genera la síntesis y secreción de TGFβ-1, sugiriendo que esta citoquina y su vía de 
señalización intracelular podrían estar implicadas en el desarrollo de este fenotipo 
fibrótico. 
 Así, nuestra hipótesis de trabajo es que la inhibición de la expresión de STAT3 
induce fibrosis endotelial a través de un mecanismo mediado por la vía de 
señalización de TGFβ-1. En consecuencia, el objetivo general de este trabajo es evaluar 
si la inhibición de la expresión de STAT3 induce la fibrosis endotelial a través de un 
mecanismo mediado por la vía de señalización de TGFβ-1.   
 Utilizando cultivos primarios de células endoteliales de mesenterio de rata y la 
transfección de un siRNA contra STAT3, concluimos que: 1) La inhibición de la expresión 
de STAT3 produce un cambio fenotípico tipo fibroblasto; 2) La inhibición de la expresión 
de STAT3 produce disminución de la expresión de marcadores endoteliales (VE-CAD y 
CD-31), además de un aumento de la expresión de marcadores fibróticos (FSP-1 y α-
SMA) y de proteínas de la MEC (FN y Col III) así como la translocación de Smad4 desde 
el citoplasma al núcleo; 3) La inhibición del receptor de TGFβ-1, ALK-5, previene los 




 Endothelial dysfunction is an important event necessary for cardiovascular 
diseases development. Among other features, this event comprises the endothelium 
fibrotic transformation through a process known as endothelial fibrosis. During this 
process, endothelial cells change their morphology and its protein expression pattern 
through a mechanism known as endothelial-to-mesenchymal transition. Endothelial 
fibrosis is characterized by decreasing endothelial proteins (VE-cad and CD-31), 
increasing fibrotic protein (FSP-1 and α-SMA) and an increase of components of the 
extracellular matrix (FN and Col III). A much studied inducer of fibrosis is TGFβ-1, cytokine 
that stimuli the production of fibrotic compounds, promoting fibrosis. Furthermore, there is 
evidence pointing to the involvement of the STAT3 transcription factor in cell fibrosis 
process. We observed in our laboratory that the decreased STAT3 expression in 
endothelial cells produces a fibroblast-like phenotype. Additionally we detected that 
decreased STAT3 expression generates the synthesis and secretion of TGFβ-1, 
suggesting that this cytokine and their intracellular signaling pathway may be involved in 
the development of this fibrotic phenotype. 
 Thus, our hypothesis is that inhibition of STAT3 expression induces endothelial 
fibrosis through TGFβ-1 signaling pathway mechanism. Consequently, the overall 
objective of this work is demonstrate that inhibition of STAT3 expression induces 
endothelial fibrosis through a TGFβ-1 signaling pathway mechanism. 
 Using primary cultures of rat mesentery endothelial cells and transfection of siRNA 
against STAT3 to decrease its expression, we conclude that: 1) Inhibition of STAT3 
expression produces a fibroblast-like phenotype; 2) Inhibition of STAT3 expression results 
in decreased expression of endothelial markers (VE-Cad and CD-31), an increase of 
fibrotic markers expression (FSP-1 and α-SMA) and ECM proteins (FN and Col III) and 
Smad4 translocation from the cytoplasm to the nucleus; 3) Inhibition of TGFβ-1 receptor, 
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3.1.     FORMULACIÓN DEL MARCO TEÓRICO Y ANTECEDENTES 
 BIBLIOGRÁFICOS 
 
 Actualmente, las enfermedades cardiovasculares (ECV) son la principal causa 
de muerte en todo el mundo sobre todo en países occidentales. Aproximadamente el 30% 
de las muertes a nivel mundial son producidas por esta causa, cifra que comenzó a 
incrementar a partir de los años sesenta (Hooper et al., 2011). A pesar de que las ECV 
en adultos son en cierta manera prevenibles y los tratamientos aplicados han logrado 
disminuir la mortalidad, los niveles de morbilidad han aumentado debido a diversas 
falencias de los mecanismos de prevención y al estilo de vida actual el cual es propicio 
para el desarrollo de estas patologías (Volpe y Tocci, 2012). 
 Las ECV corresponden a patologías asociadas al corazón y al sistema vascular, 
como la cardiopatía coronaria, la trombosis, enfermedades cerebrovasculares, ataques 
al corazón, entre otras. Los principales factores de riesgo son: la inactividad física, el 
consumo de tabaco, la dieta alta en grasas y el excesivo consumo de alcohol (Hooper et 
al., 2011). 
 El sistema vascular es la red de vasos sanguíneos que incluye venas, arterias y 
capilares, encargados de distribuir y almacenar la sangre en todo el organismo (Park et 
al., 2013). Estos vasos sanguíneos están compuestos por tres capas desde afuera hacia 
adentro: (a) la túnica adventicia, que envuelve el vaso desde el exterior formando fibras 
de colágeno las cuales forman redes elásticas y fija los vasos al entorno, (b) la túnica 
media, que es la capa intermedia que regula el diámetro del vaso sanguíneo a través de 
contracciones musculares y se compone de células musculares lisas, fibras de colágeno 
y elastina, y (c) y finalmente la túnica íntima, la cual es la capa interna del vaso que 
posibilita el intercambio óptimo de sustancias y gases entre la sangre y la pared vascular. 
Esta capa está compuesta por una mono capa de células endoteliales (CEs) 
denominada endotelio, y por tejido conectivo. Al estar encargada del contacto con el 
medio interno, es de vital importancia su integridad estructural y funcional (Nemeno-





 El endotelio está formado por una mono capa de CEs ordenadas y unidas entre 
sí y representa el primer punto de referencia cuando se habla de ECV ya que cubre la 
superficie interna de toda la vasculatura formando una interface entre la sangre y los 
tejidos en la túnica íntima. Las CEs forman una barrera semipermeable encargada de la 
regulación, el mantenimiento, y el control de funciones involucradas en procesos como la 
homeostasis, el intercambio de sustancias, la regulación de flujo sanguíneo, el 
mantenimiento del tono vascular, y el control de la presión arterial (Reriani et al., 2010).  
 Las CEs sintetizan y procesan proteínas mediante la detección de cambios físicos 
como el estrés mecánico, y cambios químicos como la liberación de sustancias, 
proporcionando respuestas adaptativas. Por otro lado, liberan sustancias tales como el 
óxido nítrico (NO), proteína quimiotáctica de monocitos, factores de crecimiento, 
citoquinas, moléculas de adhesión, trombina y factores de coagulación. A través de estas 
moléculas se regulan algunas respuestas inmunológicas, procesos de coagulación, 
fibrinólisis, angiogénesis, reparación tisular, entre otras (Vanhoutte, 2003).  
 Una de las primeras manifestaciones de ECV corresponde a la disfunción 
endotelial (DE), provocando cambios en las funciones básicas del endotelio siendo un 
importante factor en el desarrollo durante la progresión de ciertos síndromes como por 
ejemplo la falla multi-orgánica observada en el síndrome de sepsis. 
 
3.1.2. DISFUNCIÓN ENDOTELIAL 
 
La DE, se define como una serie de alteraciones que afectan la síntesis, la 
liberación, la difusión, y/o la degradación de los factores relacionados con el endotelio 
(Vallet, 2003). Esto provoca la pérdida de la capacidad endotelial de modular la 
vasculatura predisponiendo la pared del vaso sanguíneo a eventos de vasoconstricción, 
adhesión de leucocitos, activación de plaquetas, estrés oxidativo, trombosis, coagulación 
e inflamación, conduciendo a ECV (Favero et al., 2014). 
Estos cambios producen que el endotelio se active, es decir que reaccione frente 
a los estímulos presentes en el ambiente extracelular provocando la expresión de ciertos 
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antígenos en la superficie de las CEs. El término “activación”, se refiere a la capacidad 
de las CEs de realizar nuevas funciones sin la necesidad de lesión o división celular. La 
actividad del endotelio en condiciones normales es alta debido a la constante respuesta 
de las CEs frente a las alteraciones extracelulares, brindando un rol protector mediante 
la mantención de la vasodilatación y baja permeabilidad (Aird, 2005). 
Existen diversos mecanismos inductores del daño vascular, y en consecuencia de 
DE y las enfermedades asociadas a éste proceso, como por ejemplo el estrés oxidativo, 
la dislipidemia, obesidad, edad avanzada, historia familiar de ECV, la vida sedentaria, el 
tabaquismo y la alimentación alta en grasa. (Koha et al., 2010).  
 
3.1.3. PATOLOGÍAS RELACIONADAS A LA DE 
 
La alteración de ciertas funciones del endotelio provocan que la DE sea detectada 
en prácticamente todas las enfermedades vasculares, como por ejemplo: 
 Aterosclerosis. 
Es una patología caracterizada por afectar las arterias, endureciéndolas y 
estrechándolas por acumulación principalmente de grasa y colesterol (Kuijper et al., 
1996). En consecuencia, disminuye el flujo sanguíneo produciendo que el músculo 
cardiaco no pueda recibir la cantidad de sangre que necesita conduciendo a infartos, 
isquemia, insuficiencia cardiaca y arritmias. Durante el desarrollo de la aterosclerosis se 
observa un aumento de la permeabilidad del endotelio, la presencia de moléculas de 
adhesión, la secreción de citoquinas, la adherencia de leucocitos, y la activación de 
plaquetas. La DE además de ser el paso inicial de esta patología debido a la formación 
de la placa aterosclerótica también promueve su crecimiento produciendo complicaciones 
vasculares (Beckman et al., 2002). 
 Hipertensión Arterial 
La DE puede contribuir al incremento de la resistencia vascular periférica -arterias 
pequeñas-, o a complicaciones vasculares por aumento de la presión sanguínea debido 
al desbalance entre factores vasoconstrictores y vasodilatadores. El estrés oxidativo 
aporta en el desarrollo y mantenimiento de esta condición patológica debido a la 
producción en exceso de oxidantes, la disminución de la biodisponibilidad de NO, y la 
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capacidad antioxidante de la vasculatura; obteniendo la reducción de la vasodilatación 
(Galvez-Prieto et al., 2012). 
 Diabetes 
La diabetes está caracterizada como una elevación persistente de los niveles de 
glucosa en la sangre. La diabetes de tipo 1 es causada por una producción inadecuada 
de insulina y se ha determinado que la hiperglicemia crónica es la responsable de 
producir DE a largo plazo en esta patología debido al aumento del estrés oxidativo. La 
diabetes de tipo 2 ocurre por la resistencia a la insulina endógena y la disfunción es un 
evento temprano dentro de la enfermedad. Esto provoca que más del 60 % de los 
pacientes con diabetes tipo 2 sean hipertensos, el 50 % de ellos manifiesten alguna 
enfermedad coronaria y el 90 % sean obesos (Grundy, 2004). 
 Síndrome séptico 
Es causado como una respuesta de defensa del organismo frente a bacterias u 
otros microorganismos patógenos. Se ha demostrado que la disfunción del endotelio es 
un factor clave en la falla orgánica múltiple durante el desarrollo del síndrome de sepsis. 
En este último proceso, se desarrolla una sobre activación del sistema inmune 
produciendo la activación de las células inmunes, la secreción de citoquinas pro-
inflamatorias, y la generación de especies reactivas de oxígeno (ROS) (Riedemann et al., 
2003). Este síndrome es una de las causas más prevalentes de mortalidad en pacientes 
internados en unidades de cuidados por bacteremia (Echeverrıa et al., 2013). 
 La presencia sostenida de DE puede inducir el desarrollo de eventos perjudiciales 
para el tejido de manera irreversible, provocando eventos fibróticos que incluyen pérdidas 




La fibrosis es un proceso de reparación en respuesta a lesiones para mantener 
la arquitectura y la integridad funcional del tejido original. Sin embargo, prolongados 
estímulos pueden provocar la desregulación de los procesos normales, y como resultado 
se obtiene un exceso de deposición de proteínas de la matriz extracelular (MEC) de 
manera crónica y progresiva, existiendo la posibilidad de provocar la pérdida de la función 
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de ciertos órganos de manera permanente (Zeisberg et al., 2010). Involucra ciertas 
etapas divididas en (a) lesión del tejido, (b) reclutamiento de células inflamatorias, (c) 
liberación de citoquinas fibrogénicas, y (d) activación de las células productoras de 
colágeno (Lee y Kalluri, 2010). 
Las CEs poseen alta plasticidad o capacidad de diferenciación, por lo que tienen 
la capacidad de pasar por un proceso llamado Transición Endotelio-Mesénquima 
(EndMT), observado en la fisiología normal durante la embriogénesis y en adultez en el 
contexto de procesos patológicos (Medici et al., 2011). Este proceso genera que las CEs 
cambien tanto su morfología como el patrón de expresión de proteínas, permitiéndoles 
adoptar características de células tipo fibroblasto incluyendo mayor capacidad migratoria, 
mayor invasividad, elevada resistencia a la apoptosis y además, el aumento de la 
producción de proteínas de la MEC (Kalluri y Weinberg, 2009). 
Durante la EndMT se observa la disminución de características clásicas de las CEs 
como la adhesión célula-célula y la organización en mono capa. Esto conlleva un cambio 
morfológico desde CEs con morfología tipo-adoquín, a células con morfología tipo-huso 
-característica de los fibroblastos- (Potenta et al., 2008). Además, se pierden los 
marcadores específicos de las CEs (marcadores endoteliales), aumenta la expresión de 
marcadores específicos de fibroblastos (marcadores fibróticos), y a su vez aumenta 
considerablemente la deposición de proteínas de la MEC, provocando finalmente la 
fibrosis del endotelio (Figura 1) (Krizbai et al., 2015). 
 Dentro de los marcadores endoteliales se encuentran: 
 Cadherina Vascular Endotelial (Vascular Endothelial Cadherin, VE-
Cadherina): Es una molécula de adhesión (PM: 130 KDa), exclusiva de CEs, 
dependiente de calcio que determina principalmente la integridad del contacto entre las 
CEs. Su presencia o ausencia en la membrana celular controla la permeabilidad de las 
paredes de los vasos sanguíneos (Vestweber, 2008). 
 Grupo de diferenciación 31 (Cluster of differentiation 31, CD31): Proteína de 
membrana (PM: 130 KDa), encontrada principalmente en las uniones célula-célula 





 Con respecto a los marcadores fibróticos se encuentran: 
 Proteína Específica de Fibroblastos (Fibroblast-Specific Protein, FSP-1): 
Proteína citoplasmática (PM: 12 KDa), con dominios de unión a calcio asociada a 
filamentos y expresada en fibroblastos activados (Kong et al., 2013). 
 Actina de Músculo Liso α (α-Smooth Muscle Actin, α-SMA): Es la isoforma de 
actina predominante en células fibróticas (PM: 42 KDa). Filamentos de actina forman parte 
del citoesqueleto, regulando movimiento y forma celular, además de tener un importante 
rol en el aparato contráctil (Hinz et al., 2001). 
 Fibronectina (Fibronectin, FN): Glicoproteína de matriz extracelular (PM: 220 
KDa), organizada en la superficie celular como fibrillas insolubles. Tiene un importante rol 
en la adhesión de las células a la matriz (Pankov, 2002). 
 Colágeno III (Collagen III, Col-III): Proteína de matriz extracelular (PM: 130 KDa) 
insoluble con alta resistencia a la tensión. Es el principal componente del tejido conectivo 
y tiene participación en adhesión celular (Echeverria et al., 2014).  
 Se ha demostrado que citoquinas pro-inflamatorias como el factor de crecimiento 
transformante beta (transforming growth factor beta, TGFβ), controlan la plasticidad 
celular y están estrechamente relacionadas con el desarrollo de eventos fibróticos (Ghosh 
et al., 2012) junto con citoquinas como interleuquina-1β, factor de crecimiento de tejido 
conjuntivo, factor de necrosis tumoral alfa, e interferón gamma. Se sugiere una relación 
entre mediadores pro-inflamatorios generados por células inmunes y señales pro-






























Fenotipo endotelial Fenotipo fibrótico EndMT 
Pérdida progresiva de marcadores 







↑ Col III 
 Figura 1. Transición Endotelio-Mesénquima. Las células endoteliales comienzan a 
perder marcadores endoteliales y a adquirir marcadores fibróticos, adquiriendo características 
tipo fibroblasto. Modificado de “The basics of epithelial mesenchymal transition”. Kalluri, R. 
and Weinberg, R. A. (2009). 
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3.1.5. PROTEÍNAS INVOLUCRADAS EN LA FIBROSIS CELULAR 
 
 Factor de crecimiento transformante beta (Transforming growth factor beta, 
TGFβ) 
 
La superfamilia de los “factores de crecimiento transformante beta”, consta de 
diversas proteínas tales como TGFβ (-1, -2 y -3), activinas, proteínas morfogénicas óseas 
(BMPs), factores de crecimiento y diferenciación, entre otras citoquinas (Derynck y 
Zhang, 2003). Estas proteínas están relacionadas con procesos biológicos como la 
transición epitelio-mesénquima (EMT) y la EndMT (Heldin et al., 1997). 
El TGFβ-1, es el factor de estudio por excelencia en relación a la fibrosis ya que 
fue el primer ligando con el que este proceso fue descrito, es uno de los factores pro-
fibróticos más potentes y tiene una bi-funcionalidad con respecto a la proliferación de 
fibroblastos, ya que puede estimular o inhibir este proceso dependiendo del tipo celular. 
También es un factor de crecimiento involucrado en diversos procesos biológicos, como 
proliferación, migración, angiogénesis y producción de la matriz extracelular en diferentes 
tipos celulares. La producción excesiva de TGFβ-1 está relacionada con patologías 
fibróticas asociadas a órganos como el pulmón y riñón, debido al depósito en aumento 
de componentes de la MEC (Peshavariya et al., 2014).  
El TGFβ-1 es sintetizado y secretado como dímeros de 25 KDa, los cuales deben 
ser separados proteolíticamente para ser unidos a su receptor, pesando alrededor de 
12,5 KDa. La cascada de señalización comienza con la unión del monómero de TGFβ-1 
al receptor trans-membrana TGFβ tipo II (TGFβRII). Este receptor tiene actividad 
serina/treonina quinasa y cataliza la fosforilación del receptor TGFβ tipo I (activin 
receptor–like kinase 5, TGFβRI, ALK-5), formando un complejo hetero-tetrámico para 
continuar con la cascada de señalización río abajo, la cual involucra a las proteínas 







 Smads: Mediadores de la señal de transducción de TGFβ 
 
Las Smads son factores transcripcionales que regulan la expresión de genes 
relacionados con proliferación celular, cumpliendo un importante rol en la regulación de 
la vía de señalización de TGFβ (Clarke y Liu, 2008). Las Smads poseen homología con 
la proteínas Mothers Against Decapentaplegic (MAD) derivada de Drosophila, y con Small 
body size (SMA) proveniente de Caenorhabditis elegans; surgiendo su nombre de la 
unión de ambas proteínas.  
 Existen ocho proteínas Smads las cuales se clasifican en diferentes clases según 
su estructura y función (Clarke y Liu, 2008). 
 Reguladas por receptor (Receptor regulated, R-Smad) : Smad 1, 2, 3, 5, y 8. 
 Co-mediadores (Co-mediator, Co-Smad): Smad 4. 
 Inhibitorias (Inhibitory Smad, I-Smad): Smad 6 y 7. 
 Estas proteínas actúan al reaccionar frente a señales extracelulares y están 
encargadas de llevar la señal de un ligando desde la membrana celular hacia el núcleo. 
El grupo de las R-Smad se activa mediante fosforilaciones y son capaces de unirse a un 
mediador común o Co-Smad, adquiriendo la capacidad de movilizarse hacia el interior 
del núcleo, donde se unen a regiones específicas para controlar la actividad de genes 
blancos. Cuando la cascada de señalización necesita ser suspendida se activan las I-
Smad, las cuales con su acción inhibitoria inactivan los receptores de membrana 
involucrados, o interfieren en la formación de ciertos complejos (Nakao et al., 1997). 
 La unión de TGFβ-1 al complejo TGFβRII-ALK-5, induce la fosforilación de Smad2 
y Smad3 en dos residuos de serina (Ser) por medio de la capacidad tirosina quinasa de 
ALK-5, formando pSmad2/3 en el citoplasma celular. Este complejo se une al co-
mediador Smad4, adquiriendo la capacidad de movilizarse al núcleo para la regulación 
de la transcripción de genes pro-fibróticos (Figura 2) (Ikushima y Miyazono, 2010). 
 Se ha descrito que esta vía es el principal mecanismo para el desarrollo de fibrosis 
e inflamación durante una lesión renal, donde Smad2 y Smad3 se encuentran 
fuertemente activados. Además diversos genes pro-fibróticos, como Col III, son target río 
abajo de la vía TGFβ-1/Smad (Lan, 2011). 
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Se ha observado que la deleción total de Smad4 en un modelo in vivo inhibe la 
fibrosis progresiva, así como la expresión de colágeno I y la expresión de TGFβ-1, 
sugiriendo que la presencia de Smad4 es crucial para el desarrollo de la fibrosis (Meng 
et al., 2012).  
Se ha demostrado que la disrupción de la vía de señalización de TGFβ-1/Smad, 
tanto por la inhibición de Smad3 como por el aumento de la expresión de Smad7, 
previene el desarrollo de la fibrosis en diversos órganos incluyendo la piel, riñones, 
pulmones, hígado e intestino (Speca et al., 2012). 
Por otra parte, la vía de TGFβ-1 causa la deposición de proteínas de la MEC, 
promoviendo la expresión de éstos genes y suprimiendo la actividad de genes que 
degradan la MEC como metaloproteinasas. Este evento conlleva la producción de 
colágeno, proceso que requiere la acción en conjunto de las Smads. En efecto, se ha 
demostrado que Smad3 es esencial para la inducción de la MEC y de ciertos genes pro-
fibróticos, como Col I, lo cual en condiciones carentes del gen Smad3 es posible prevenir 
(Leask y Abraham, 2004). 
En nuestro laboratorio, se ha reportado que endotoxinas bacterianas (LPS) 
inducen fibrosis en células endoteliales, tanto a nivel morfológico como a nivel de 
expresión de proteínas. Este proceso es dependiente de la expresión ALK-5, y al inhibir 
la activación de Smad3 se observa la anulación de la fibrosis endotelial causada por la 
endotoxina. Así, se comprobó que el LPS provoca la síntesis y secreción de TGFβ-1, 
mediando la fibrosis endotelial, además de que la supresión de la expresión de TGFβ-1 
provoca que las CEs sean resistentes al efecto de la endotoxina (Echeverría, 2014). 
Por otra parte, un efecto inflamatorio causado por la vía de TGFβ-1/Smad, es el 
aumento de la producción de Interleuquina-6 (Interleukin-6, IL-6) (Michaeloudes et al., 
2010), citoquina con efectos regulatorios en procesos inflamatorios. La vía de 
transducción de señales por parte de IL-6 es a través de la vía de STAT3 (Kishimoto, 
2010). Se ha descrito que la fosforilación anormal de STAT3, observada por ejemplo 
durante la enfermedad de Crohn, regula el aumento de la expresión de TGFβ-1 y Col I 
(Li et al., 2015). Esto sugiere que la vía de señalización de STAT3 podría tener relación 
con la vía de TGFβ-1/Smad, convirtiéndose en un objetivo de estudio al adquirir un rol 


























 Figura 2. Vía de transducción de señales de TGFβ-1/ALK-5/Smad. Con la unión 
de TGFβ-1 a ALK-5 se produce la fosforilación y por ende la activación de Smad2 y Smad3, 
factores que se unen a Smad4 para posibilitar su translocación al núcleo para la transcripción 











































3.1.6.  PARTICIPACIÓN DEL TRANSDUCTOR DE SEÑAL Y ACTIVADOR DE LA 
TRANSCRIPCIÓN 3 EN FIBROSIS CELULAR 
 
Existe un grupo de factores transcripcionales citoplasmáticos llamados 
transductores de señal y activadores de la transcripción (signal transducer and activator 
of transcription, STATs) los cuales se activan por tirosinas quinasas mediante respuestas 
celulares frente a eventos de inflamación y proliferación (Kim et al., 2014).  
El transductor de la señal y activador de la transcripción 3 (Signal transducer and 
activator of transcription 3, STAT3) se encuentra en el citoplasma celular como 
monómeros inactivos, los cuales, mediante la fosforilación de un residuo de tirosina 
(Tyr705) son activados y dimerizados para posteriormente movilizarse al núcleo. En el 
compartimiento nuclear se une a secuencias específicas de DNA para la regulación de 
genes blancos relacionados con desarrollo embrionario, diferenciación celular, 
crecimiento y apoptosis (Figura 3) (Buettner et al., 2002).  
La activación constitutiva de STAT3 se ha detectado en aproximadamente el 70 % 
de los cánceres humanos y diversas patologías hematopoyéticas. Además se ha descrito 
que participa en la progresión de cáncer mediante la prevención de la apoptosis y/o 
inducción de la proliferación celular (Bowmaan et al., 2000). 
Diversos estudios sobre el rol de STAT3 han brindado evidencia en favor tanto de 
un rol pro-fibrótico como un rol protector frente a la fibrosis, dependiendo del tipo celular 
donde se haya realizado el estudio, destacándose los siguientes casos: 
 Se ha observado que la exposición crónica a nicotina en ratas y ratones como 
factor de riesgo cardiovascular, provoca y agrava la fibrosis renal, además de provocar 
una reorganización del citoesqueleto en las células renales. Esto provoca respuestas pro-
fibróticas e inflamatorias facilitando la progresión de la enfermedad renal crónica, proceso 
que se ha relacionado con la vía de TGFβ-1 debido a la respuesta fibrótica en el riñón. 
Además se sugiere que estos efectos son producidos por la vía de STAT3 ya que bajo 
estas condiciones aumenta drásticamente su expresión (Arany et al., 2012). 
 Por otro lado, moléculas reguladas positivamente por la vía de TGFβ-1, como el 
factor de crecimiento de tejido conjuntivo (CTGF) modulan la producción de proteínas de 
la MEC. En células hepáticas humanas se ha descrito que la activación de STAT3 es 
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requerida para la regulación de la producción de CTGF mediante la vía de TGFβ-1/ALK-
5 y que ésta producción depende de un balance entre la vía de STAT3 y de Smad3, es 
decir, la presencia de STAT3 tendría un rol pro-fibrótico en células hepáticas (Liu et al., 
2013).  
 Contradictoriamente, la disrupción de STAT3 en ratón in vivo, resulta en defectos 
en el crecimiento y en la formación del mesodermo causando fallas en el desarrollo 
embrionario, por ende no es viable crear un knock-out (KO) total para esta proteína. Un 
KO condicional de STAT3, limitada la inhibición de la expresión a cardiomiocitos, provocó 
múltiples alteraciones morfológicas junto con fibrosis intersticial. En edad avanzada se 
observó disfunción cardiaca, fibrosis extensiva y apoptosis. Se sugiere que STAT3 es un 
regulador clave frente al estrés fisiopatológico como isquemia, estrés mecánico y agentes 
citotóxicos, y que su presencia otorga una protección frente al desarrollo de la fibrosis 
(Hilfiker-Kleiner et al., 2005). 
 La deleción de STAT3 de células de médula ósea en ratón in vivo resultó en el 
aumento de la producción de citoquinas pro-inflamatorias provocando una respuesta 
inflamatoria exacerbada, incluyendo efectos fibróticos en el tracto digestivo y finalmente 
letalidad (Welte et al., 2003). 
 La inducción de la fosforilación de STAT3 en células epiteliales de túbulos renales 
de rata provocó la acumulación de proteínas fibróticas como FN, Col IV y α-SMA de 
manera dosis dependiente, provocando fibrosis renal (Ni et al., 2014). 
Con el objetivo de dirigir nuestro estudio, realizamos experimentos preliminares 
para dilucidar el rol de STAT3 en nuestro modelo de estudio en relación a la fibrosis. 
Además la evidencia científica apunta a una posible relación entre la vía de señalización 
de STAT3 y la vía de TGFβ-1, molécula que como se mencionó anteriormente, es un 




















Figura 3. Activación constitutiva de la vía de STAT3. Mediante la captación de citoquinas 
como IL-6 se produce la fosforilación y la dimerización del factor de transcripción STAT3, 
complejo que luego migra al núcleo para la regulación de genes blancos. 
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Antecedentes experimentales generados por nuestro laboratorio muestran que la 
inhibición de la expresión de STAT3 mediante la utilización de un siRNA (siRNA-STAT3) 
en cultivo primario de CEs, genera un cambio fenotípico tipo fibroblasto en comparación 
a las CEs no transfectadas (NT). Es decir se produjo la disrupción de la mono capa 
endotelial y las CEs cambiaron su morfología, indicando que la inhibición de la expresión 
de STAT3 en CEs produce el desarrollo de fibrosis endotelial (Figura 4). La eficiencia del 
siRNA-STAT3 para inhibir la expresión de STAT3 fue sobre el 80% comparado con la 
condición no transfectada y con la condición transfectada con un siRNA no relacionado 
utilizado como control (siRNA-CTRL) (Figura 1 Anexo). 
 Como fue mencionado anteriormente, la vía de TGFβ-1 es el principal mecanismo 
encargado de producir fibrosis. Interesantemente, las CEs transfectadas con siRNA-
STAT3 muestran un aumento significativo de la expresión de TGFβ-1 en comparación a 
las condiciones de CEs no transfectadas (NT) y a las CEs transfectadas con siRNA-
CTRL, las cuales mantuvieron niveles basales y similares de la expresión de TGFβ-1 
(Figura 5, resultados no publicados de nuestro laboratorio). Estos resultados sugieren 
que el aumento de la expresión de TGFβ-1 inducido por la inhibición de la expresión de 
STAT3 correspondería al inductor de la fibrosis. 
 Considerando los antecedentes bibliográficos y los resultados preliminares 
mostrados, nos propusimos estudiar la participación de la inhibición de STAT3 en la 
fibrosis de células endoteliales de rata, relacionando su participación con la vía de 






















Figura 4. La inhibición de la expresión de STAT3 produce un cambio fenotípico tipo 
fibroblasto en CEs. La imagen de luz de cultivo primario de CEs no transfectadas (NT) 
muestran la morfología clásica de las células endoteliales organizadas en mono capa (A), 
mientras que las CEs transfectadas con el siRNA-STAT3  adquieren un fenotipo tipo 

















12,5 KDa TGFβ-1 
Tubulina 
Figura 5. La inhibición de la expresión de STAT3 induce el aumento de la expresión de 
TGFβ-1 en CEs. Western blot representativo de la expresión de TGFβ-1 en sobrenadante (A). 
Tubulina se utilizó como control interno. El análisis densitométrico se muestra en (B). Los 
niveles de proteína se normalizaron en contra de la Tubulina y los datos se expresan en relación 
con las CEs NT. Las diferencias estadísticas fueron evaluadas por análisis one-way de varianza 






























3.2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 
 Considerando la evidencia científica y nuestros resultados preliminares 
evaluaremos la inhibición de la expresión de STAT3 en la fibrosis de células endoteliales 
vasculares. Para esto, estudiaremos el efecto fibrótico de la inhibición de la expresión de 
STAT3 en la morfología y expresión del patrón de proteínas de células endoteliales 
vasculares y su relación con la vía de señalización de TGFβ-1. Para investigar este tema 
planteamos la siguiente hipótesis y objetivos general y específicos. 
 
3.3. FORMULACIÓN DE HIPÓTESIS 
 
 La inhibición de la expresión de STAT3 induce fibrosis endotelial a través de un 




3.4.1. Objetivo general 
 
 Demostrar que la inhibición de la expresión de STAT3 induce fibrosis endotelial a 
través de un mecanismo mediado por la vía de señalización de TGFβ-1. 
 
3.4.2. Objetivos específicos 
 
3.4.2.1 Analizar si la inhibición de la expresión de STAT3 en células endoteliales 
produce un cambio fenotípico tipo fibroblasto. 
3.4.2.2 Evaluar si la inhibición de la expresión de STAT3 en células endoteliales 
produce una disminución de la expresión de los marcadores endoteliales, VE-Cadherina 
y CD31, un aumento de la expresión de los marcadores fibróticos, FSP-1 y α-SMA, y de 
las proteínas de la MEC, FN y Col III. 
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3.4.2.3 Evaluar si la inhibición de la expresión de STAT3 produce un cambio en la 
distribución de los marcadores endoteliales, VE-Cadherina y CD31, de los marcadores 
fibróticos, FSP-1 y α-SMA, y de la proteína de la MEC, FN. 
3.4.2.4 Analizar si la inhibición de la expresión de STAT3 induce la translocación 
de Smad4 desde el citoplasma al núcleo. 




























4. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
4.1. Obtención de células RMEC 
 
 Se utilizaron cultivos primarios de células endoteliales de mesenterio de rata (Rat 
Mesentery Endothelial Cells, RMEC). Estas CEs se aislaron desde la red de vasos 
sanguíneos que recubre el intestino de los vertebrados proporcionando irrigación 
sanguínea denominada mesenterio. Las CEs se obtuvieron de ratas Sprague dawley 
machos de aproximadamente 150 - 200 gramos de peso. 
 Para esto se canuló la arteria mesentérica, la cual se lavó con solución salina y se 
perfundió lentamente con 5 mL de medio de digestión a 37°C (5 mL de medio de 
incubación (Sección anexo 6.1) + 12 mg de colagenasa tipo I) durante 15 min para 
producir la disrupción enzimática del endotelio y la obtención de las CEs. Pasado este 
tiempo se recuperó en un receptáculo el medio con las células en suspensión, se traspasó 
a un tubo Falcon de 15 mL y se centrifugó durante 7 min a 3000 rpm. Luego se eliminó 
el sobrenadante y se homogenizó suavemente el pellet en 3 mL de medio completo 
(Sección anexo 6.1) a 37°C. Las células se sembraron en placas con matriz de gelatina 
1 % como sustrato adherente y se incubaron en una cámara de CO2 5 % a 37°C durante 
5 h. 
 Enseguida se lavó con PBS frío las veces necesarias para que la placa quede 
limpia y se reemplazó el medio por medio completo nuevo. El cultivo de CEs permaneció 
en cámara de CO2 5 % a 37°C hasta que alcanzó la confluencia necesaria de 
aproximadamente 70 %. 
 
4.2. Extracción de proteínas 
 
 Una vez terminado el tiempo de estimulación del cultivo, se rescató el medio de 
cada pocillo correspondiente al sobrenadante y se le agregó cocktail de inhibidor de 
proteasas y fosfatasas, además de 40 μL de buffer de carga cada 200 μL de muestra. 
 Las células se lavaron 1 vez con PBS frío y se lisaron en agitación por 10 min a 
4°C, con 200 µL de buffer de lisis RIPA (Sección anexo 6.2), suplementado con cocktail 
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inhibidor de proteasas y fosfatasas 1X (Thermo Fischer Scientific Inc., Waltham, MA 
USA). Las células en suspensión se colectaron con rastrillo, se homogenizó con jeringa 
tuberculina, y se centrifugó a 4°C por 15 min a 15.000 rpm en un tubo eppendorf. Al 
extracto proteico se le agregó 40 μL de buffer de carga por cada 200 μL de muestra. 
 Tanto el extracto proteico como el sobrenadante fueron denaturados mediante 
temperatura a 100°C por 10 min, y la concentración proteica se determinó usando el kit 
BCA Protein Assay (Pierce Biotechnology, Rockford, IL USA). Las muestras se 
almacenaron a -20°C. 
 
4.3. Western Blot 
 
 Se cultivaron RMEC en placa de 6 pocillos, las que fueron lisadas para la 
extracción de proteínas según el protocolo indicado anteriormente. Se cargó cantidades 
iguales de proteína en un gel denaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 12 % y una 
vez resuelto, las proteínas se transfirieron mediante sistema de transferencia semi-seca 
Trans-Blot Turbo (BioRad Laboratories Inc., Hercules, CA USA) a una membrana de 
PDVF o Nitrocelulosa (BioRad Laboratories Inc., Hercules, CA USA) humedecidas en 
buffer de transferencia 1X (BioRad Laboratories Inc., Hercules, CA USA). En el caso de 
las membranas de PDVF se activaron previamente con metanol por 5 min y luego de la 
transferencia fueron bloqueadas por 5 min con la misma solución, mientras que las 
membranas de Nitrocelulosa se humedecieron previamente con agua y luego de la 
transferencia fueron bloqueadas con albúmina sérica bovina (BSA) 5 % por 45 min.  
 Terminado el bloqueo de las membranas, se incubó con el anticuerpo primario 
específico diluido en TTBS 1X-BSA 1 % (Sección anexo 6.2) para la proteína de interés 
durante 3 h a temperatura ambiente o durante toda la noche a 4°C [FSP-1 (S100A4, 
1:500); COLIII (sc-8781, 1:100); PECAM-1 (sc-1506, 1:200); FN (sc-9068, 1:250); α-SMA 
(ab5694, 1:2000); VE-CAD (sc-6458, 1:200); Tubulina (T5168, 1:5000); TGFβ-1 (sc-146, 
1:200); Smad4 (sc-7966, 1:200)]. A continuación se realizaron 2 lavados de 7 min cada 
uno con buffer TTBS 0,1 % (Sección anexo 6.2) para realizar posteriormente la 
incubación con el anticuerpo secundario correspondiente, diluido en TTBS 1X-BSA 1 % 
durante 1 h 30 min a temperatura ambiente [Goat anti-Mouse IgG (H+L) (AP308P, 
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1:5000); Goat anti-Rabbit IgG (H+L) (AP307P, 1:5000); Rabbit anti-Goat IgG H&L 
(ab6741, 1:10000)].  
 Desde el sobrenadante fueron visualizadas las proteínas: FN (250 KDa), Col III 
(140 KDa) y TGFβ-1 (12,5 KDa); mientras que del extracto fueron visualizadas las 
proteínas: CD31 (130 KDa), VE-CAD (130 KDa), α-SMA (50 KDa), FSP-1 (12 KDa) y 
Tubulina (50 KDa). 
 Las membranas se lavaron nuevamente 2 veces con TTBS 0,1 % durante 7 min y 
fueron reveladas mediante sistema digital de adquisición de imágenes FOTO/Analyst 
Luminary/FX (FOTODYNE Inc., Hartland, WI USA). Finalmente las imágenes se 
analizaron con el software ImageJ (NIH, Bethesda, MD USA) y se cuantificaron por 
densitometría. Estos valores se normalizaron con respecto a los valores de la expresión 
de Tubulina, proteína que ha resultado ser un control de carga estable en nuestros 
modelos de células endoteliales. 
 Para realizar Stripping se lavó la membrana con buffer MILD-STRIPPING (Sección 
anexo 6.2) 2 veces durante 10 min. Luego se lavó la membrana con PBS 2 veces durante 
10 min. Posteriormente se realizó un lavado con buffer TTBS 0,1 % una vez por 10 min 
y se comenzó el protocolo de western blot desde la incubación con anticuerpo primario. 
 
4.4. Transfección de células 
 
 Una vez obtenido el cultivo celular con confluencia cercana a 70 %, se retiró el 
medio y se lavó el cultivo con PBS frío. Los small interference RNA (siRNA) utilizados se 
llevaron a una concentración de 5 μM con agua libre de nucleasas. Se tomó 1 μL de cada 
solución de siRNA y se añadió 200 μL de medio Opti-MEM 1X (Gibco, Thermo Fischer 
Scientific Inc., Waltham, MA USA) frío en un tubo eppendorf cuidadosamente para cada 
pocillo. En paralelo se mezcló la cantidad de DharmaFECT 4 Transfection Reagent 
(Dharmacon Research, Inc.) necesaria (4 μL de DharmaFECT por pocillo transfectado), 
con medio Opti-MEM frío (200 μL por pocillo) en un tubo eppendorf. Ambas soluciones 
se incubaron por separado durante 5 min a temperatura ambiente y luego se mezcló por 
inversión. La mezcla se incubó durante 30 min a temperatura ambiente. 
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 Se retiró el PBS previamente añadido a los pocillos y se agregó 1 mL de medio 
Opti-MEM a cada uno de ellos. Se agregaron 400 μL de la solución siRNA/ DharmaFECT 
por pocillo muy cuidadosamente. A los pocillos utilizados como control sin transfectar se 
les agregó la misma cantidad de medio Opti-MEM frío. Se incubó en una cámara de CO2 
5 % a 37°C durante 6-8 h, luego se retiró el medio de transfección y se reemplazó por 
medio de cultivo experimental 1 % (Sección anexo 6.1) para evitar el sobre crecimiento 
del cultivo. Para asegurarse de que los siRNA hagan el efecto esperado en las células se 
dejaron durante 72 h en la cámara de incubación con medio 1 %. 
 
4.5. Inmunofluorescencia  
 
 Una vez obtenido el cultivo celular en soporte de vidrio (covers) se lavaron las 
células con PBS durante 3 min. Luego se fijó con paraformaldehído (PFA) 3,7 % en PBS 
durante 20 min sin agitación. Se realizaron 2 lavados con PBS de 3 min cada uno. Se 
permeabilizó con Tritón 0,1 % en BSA 3 % en PBS durante 30 min con agitación suave. 
Se repitieron los lavados y se bloqueó con BSA 3 % durante 2 h con agitación suave y se 
lavó 1 vez con PBS. Se incubó por 20 min con cloruro de amonio 50 mM con agitación 
suave y se lavó 2 veces con PBS. Se incubó el anticuerpo primario diluido en BSA 3 % 
(25 μL) [PECAM-1 (sc-1506, 1:200); VE-CAD (sc-6458, 1:200); FSP-1 (S100A4, 1:100); 
α-SMA (ab5694, 1:250); FN (sc-9068, 1:200); Smad4 (sc-7966, 1:50)] toda la noche a 
4°C o 3 h a temperatura ambiente sin agitación y en oscuridad. Se lavó 2 veces con PBS 
y se incubó con anticuerpo secundario diluido en BSA 3 % (25 μL) [Alexa Fluor 594 
Donkey anti-Goat (1:250); Alexa fluor 488 Goat anti-Rabbit (1:250); Alexa Fluor 488 Goat 
anti-Mouse (1:250)] durante 3 h a temperatura ambiente sin agitación (Tabla 1). Para 
marcaje doble se repitieron las incubaciones y los lavados de los anticuerpos 
correspondientes (Tabla 2). 
 Los pares de anticuerpos utilizados fueron basados en los diseños estandarizados 
previamente en nuestro laboratorio, visualizando siempre los marcadores endoteliales en 
color rojo y los marcadores fibróticos en color verde. 
 Una vez terminadas las incubaciones con los anticuerpos se fijó el cover boca 
abajo en un portaobjetos con una gota de Prolong Gold antifade reagent with DAPI 
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(Molecular probes, Life technologies) cuidando que no queden burbujas. Una vez que el 
Prolong se secó, se observó bajo microscopio de fluorescencia.  
 
Anticuerpo primario Anticuerpo secundario 
VE-CAD (1:200) Alexa Fluor 594 Donkey anti-Goat (1:250) 
CD-31 (1:200) Alexa Fluor 594 Donkey anti-Goat (1:250) 
FSP-1 (1:100) Alexa Fluor 488 Goat anti-Rabbit (1:250) 
α-SMA (1:250) Alexa Fluor 488 Goat anti-Rabbit (1:250) 
FN (1:200) Alexa Fluor 488 Goat anti-Rabbit (1:250) 











 FN  α-SMA  FSP-1  
VE-CAD     
CD-31     
Tabla 1: Anticuerpos. Anticuerpos primarios y anticuerpos secundarios 
utilizados para ensayos de inmunofluorescencia con sus diluciones 
correspondientes. 
Tabla 2: Combinación de anticuerpos. Combinación de anticuerpos utilizados para 
doble marcaje en experimentos de inmunofluorescencia. En color rojo se observan 
los marcadores endoteliales y en color verdes los marcadores fibróticos y de la MEC. 
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4.6. Extractos nucleares 
 
 Obtenido el cultivo celular con la confluencia necesaria, se mantuvo 10 min en 
hielo y se lavó 1 vez con PBS frío. Se lisó en agitación por 10 min a 4°C, con 200 µL de 
buffer de lisis RIPA, suplementado con cocktail inhibidor de proteasas y fosfatasas 1X 
(Thermo Fischer Scientific Inc., Waltham, MA USA). Se colectó el lisado celular con 
rastrillo, se homogenizó con jeringa tuberculina y se centrifugó a 4°C por 15 min a 15000 
rpm. El sobrenadante obtenido correspondió a la fracción citoplasmática mientras que el 
pellet correspondió al DNA, fracción a la que se le agregó 50 μL de cocktail de inhibidor 
de proteasas en agitación a 4°C por 10 min. Ambas fracciones se almacenaron a -20°C 
por separado. Se realizó protocolo de Western Blot, se analizaron las imágenes con el 
software ImageJ (NIH, Bethesda, MD USA) y se cuantificó por densitometría. Estos 
valores se normalizaron con respecto a los valores de expresión de Tubulina 
(representativa al ser una proteína estructural presente en el citoesqueleto) para la 
fracción citoplasmática e Histona H3 para la fracción nuclear (una de las principales 
proteínas acopladas a la cromatina de células eucariontes). 
 
4.7. Inhibición de la actividad del receptor ALK-5 
 
 Se utilizó el inhibidor farmacológico SB431542 contra ALK-5 el cual actúa 
inhibiendo la fosforilación del receptor, produciendo que el TGFβ-1 no sea captado por la 
célula. La solución stock se llevó a 0,5 µM con medio experimental 1 % para la 
estimulación de las células.  
 Como control positivo del funcionamiento del SB431542 en RMEC, se estimularon 
las células durante 1 h tanto en ausencia como en presencia del SB431542 y luego se 
les agregó el estímulo en ausencia y presencia de TGFβ-1 (10 ng/mL) durante 2 h, 
completando un tiempo de estimulación de 3 h. Se realizó una inmunofluorescencia para 
la visualización de Smad4 a través de un anticuerpo primario anti-Smad4 (1:50) y un 
anticuerpo secundario conjugado a fluoróforo Alexa Fluor 488 Goat anti-Mouse (1:250). 
El fin de este control fue observar si efectivamente la translocación al núcleo de Smad4 
es regulada por TGFβ-1 y su receptor ALK-5, ya que al producirse la unión ligando-
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receptor se desencadenará la cascada río abajo de las proteínas Smads, uniéndose 
Smad4 como cofactor en el núcleo celular. 
 Para procedimientos experimentales que incluyeron otro reactivo además del 
inhibidor de ALK-5, el SB431542 se agregó junto con el medio experimental durante las 






























Objetivo específico 1: “Demostrar que la inhibición de la expresión de STAT3 en 
células endoteliales produce un cambio fenotípico tipo fibroblasto”. 
 
 Con el fin de determinar si existe un cambio fenotípico en las RMEC al inhibir la 
expresión de STAT3, se determinaron el tamaño, la estructura y la conexión entre las 
células ya que estos parámetros son utilizados para inferir que una célula adoptó 
características de fibroblasto. Las condiciones experimentales son: 
 Diseño experimental para el objetivo 1: 
 CEs no transfectadas (NT). 
 CEs estimuladas con siRNA-CTRL (5 μM). 
 CEs estimuladas con siRNA-STAT3 (5 μM). 
 Luego de 72 h post-transfección (sección de materiales y métodos 4.4), se 
adquirieron imágenes representativas de cada condición experimental las cuales fueron 
analizadas determinando los parámetros mencionados. Las imágenes fueron tomadas de 
campos con aproximadamente 30 - 40 células. Los resultados obtenidos fueron 
normalizados de acuerdo a la condición control. 
 
 Al estudiar la morfología de cultivos primarios de RMEC, se observó tanto en la 
condición de RMEC no transfectadas (Figura 6A) como las RMEC transfectadas con el 
siRNA-CTRL (Figura 6B) un fenotipo clásico de células endoteliales, es decir, morfología 
tipo-adoquín, ordenadas, unidas entre sí y organizadas en mono capa. Por otra parte, las 
RMEC transfectadas con el siRNA-STAT3 (Figura 6C) mostraron una morfología clásica 
de células fibróticas, morfología tipo-huso, desordenadas y sin conexión entre ellas. El 
uso del siRNA-CTRL es para descartar que la transfección en sí tenga efectos, pues la 
transfección de éste mantuvo un fenotipo similar a las CEs no transfectadas (NT). 
 La distribución de las RMEC según su tamaño longitudinal normalizado muestra 
que las RMEC transfectadas con siRNA-STAT3 (Figura 6D, barras blancas) se 
distribuyen en valores de tamaño longitudinal 2 a 3 veces mayor comparado con las 
condiciones no transfectadas (Figura 6D, barras negras) o las RMEC transfectadas con 
siRNA-CTRL (Figura 6D, barras grises).  
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  Además, al cuantificar de manera normalizada las células cuyo largo fue 2 o más 
veces su ancho, se observa que el número de RMEC transfectadas con el siRNA-STAT3 
aumentan en más de 4 veces comparadas con las RMEC no transfectadas y en similar 
medida a las transfectadas con siRNA-CTRL (Figura 6E). 
 Estos resultados sugieren que al inhibir la expresión del factor de transcripción 













A B C 
Figura 6. Cambios fenotípicos inducidos por la inhibición de STAT3 en RMEC. 
Imágenes representativas de luz blanca muestran morfología de RMEC no transfectadas 
(A), RMEC transfectadas con siRNA-CTRL (B) y RMEC transfectadas con siRNA-STAT3 
(C). Barra de escala representa 50 µm. La distribución según el tamaño celular de las RMEC 
transfectadas con siRNA-STAT3 (barras blancas) mostró que éstas presentan mayor 
tamaño longitudinal en comparación a las RMEC no transfectadas (barras negras) y las 
RMEC transfectadas con siRNA-CTRL (barras grises) (D). La relación largo/ancho de las 
RMEC aumentó drásticamente con el siRNA-STAT3 en comparación a la condición NT >2 
(E). Las diferencias estadísticas fueron evaluadas por análisis one-way de varianza 




















































5.2     Objetivo específico 2: “Demostrar que la inhibición de la expresión de STAT3 
produce una disminución de la expresión de los marcadores endoteliales, VE-
Cadherina y CD31, un aumento de la expresión de los marcadores fibróticos, FSP-
1 y α-SMA, y de las proteínas de la MEC, FN y Col III,  
 
 Para demostrar que la inhibición de la expresión de STAT3 provoca cambios en la 
expresión de marcadores tanto endoteliales, fibróticos y de la MEC, se midieron los 
niveles de expresión de éstos. Las condiciones experimentales son: 
 Diseño experimental para el objetivo 2: 
 CEs no transfectadas (NT). 
 CEs estimuladas con siRNA-CTRL (5 μM). 
 CEs estimuladas con siRNA-STAT3 (5 μM). 
 Para estudiar la expresión de los marcadores de interés se realizó la extracción de 
proteínas y western blot (sección de materiales y métodos 4.2 - 4.3). Se obtuvieron 
imágenes de blots representativos para cada condición experimental y los resultados 
fueron normalizados con el control de carga y relacionados en comparación a la condición 
control. 
 Con respecto a los cambios en la expresión de los marcadores endoteliales 
clásicos VE-Cad y CD-31, las RMEC transfectadas con siRNA-STAT3 muestran baja 
expresión de éstas proteínas al ser comparadas con las RMEC no transfectadas y las 
transfectadas con siRNA-CTRL (Figura 7A y C). Estos cambios al ser cuantificados 
muestran diferencias significativas respecto a las RMEC transfectadas con siRNA-STAT3 
(Figura 7B y D). 
 La expresión de los marcadores fibróticos α-SMA y FSP-1 se observó 
drásticamente aumentada en las RMEC transfectadas con siRNA-STAT3, siendo 
aproximadamente 3 veces mayor en comparación a la condición de RMEC no 
transfectadas y de igual manera con las RMEC transfectadas con siRNA-CTRL (Figura 
8E y G). Al cuantificar estos resultados se observaron diferencias significativas respecto 
a las RMEC transfectadas con siRNA-STAT3 (Figura 8F y H). 
 Los marcadores de la MEC, FN y Col III, mostraron un aumento en su expresión 
en las RMEC transfectadas con siRNA-STAT3 de 3 o 4 veces en comparación a las 
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RMEC no transfectadas y las RMEC transfectadas con siRNA-CTRL (Figura 9I y K). Al 
cuantificar estos resultados se observaron diferencias significativas respecto a las RMEC 
transfectadas con siRNA-STAT3 (Figura 9J y L). 
 Estos resultados sugieren que la inhibición de la expresión del factor de 
transcripción STAT3 en RMEC induce la disminución de la expresión de los marcadores 
endoteliales, junto con el aumento de la expresión de los marcadores fibróticos y de la 


























































Figura 7. Cambios en los niveles de expresión de los marcadores endoteliales 
inducidos por la inhibición de la expresión de STAT3 en RMEC. Western blots y 
densitometría representativos de la expresión de VE-Cadherina (A, B) y CD31 (C, D). 
Tubulina se utilizó como control interno. Los niveles de proteína se normalizaron en 
contra de Tubulina y los datos se expresan en relación con las CEs NT. Las diferencias 
estadísticas fueron evaluadas por análisis one-way de varianza (ANOVA, Krustal-Wallis) 


































Figura 8. Cambios en los niveles de expresión de los marcadores fibróticos 
inducidos por la inhibición de la expresión de STAT3 en RMEC. Western blots y 
densitometría representativos de la expresión de α-SMA (E, F) y FSP-1 (G, H). Tubulina 
se utilizó como control interno. Los niveles de proteína se normalizaron en contra de 
Tubulina y los datos se expresan en relación con las CEs NT. Las diferencias 
estadísticas fueron evaluadas por análisis one-way de varianza (ANOVA, Krustal-Wallis) 

































Figura 9. Cambios en los niveles de expresión de los marcadores de la MEC 
inducidos por la inhibición de la expresión de STAT3 en RMEC. Western blots 
representativos de la expresión de FN (I, J) y Col III (K, L). Tubulina se utilizó como 
control interno. Los niveles de proteína se normalizaron en contra de Tubulina y los datos 
se expresan en relación con las CEs NT. Las diferencias estadísticas fueron evaluadas 
por análisis one-way de varianza (ANOVA, Krustal-Wallis) seguido por la prueba Dunn’s 
post hoc. *: P<0,05 y **: P<0,01. 
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5.3    Objetivo específico 3: “Evaluar que la inhibición de la expresión de STAT3 
produce un cambio en la distribución de los marcadores endoteliales, VE-
Cadherina y CD31, de los marcadores fibróticos, FSP-1 y α-SMA, y de la proteína 
de la MEC, FN. 
 
 Para demostrar que la inhibición de la expresión de STAT3 provoca cambios en la 
distribución de marcadores tanto endoteliales, fibróticos y de la MEC, se realizaron 
procedimientos para la visualización de la localización celular de los marcadores 
mencionados. Las condiciones experimentales son: 
 Diseño experimental para el objetivo 3: 
 CEs no transfectadas (control). 
 CEs estimuladas con siRNA-CTRL (5 μM). 
 CEs estimuladas con siRNA-STAT3 (5 μM). 
 Para la evaluación de la distribución de los marcadores de interés se realizaron 
experimentos de inmunofluorescencia (sección de materiales y métodos 4.5) de cultivo 
celular. Se obtuvieron imágenes representativas de cada condición las cuales fueron 
comparadas con la condición control. 
 
 El cambio en los niveles de expresión de ciertas proteínas en una célula no excluye 
que éstas puedan ubicarse en compartimientos celulares donde no realizan su función. 
Es por esto que nos propusimos observar los cambios en la distribución espacial de los 
marcadores endoteliales, fibróticos y de la MEC inducidos por la inhibición de la expresión 
de STAT3.  
 Con respecto a los marcadores endoteliales en RMEC no transfectadas y las 
transfectadas con siRNA-CTRL, tanto VE-Cad como CD-31 se observaron principalmente 
distribuidos en la membrana plasmática y alrededor del núcleo, sin embargo CD-31 se 
observó también presente en la mayoría del citoplasma celular. En estas condiciones los 
marcadores fibróticos y de la MEC fueron prácticamente indetectables (Figura 10 A-B, D-
E, G-H, J-K). Al transfectar las RMEC con siRNA-STAT3 se observó un aumento drástico 
de la presencia de los marcadores fibróticos y de la MEC en comparación a las RMEC 
no transfectadas y las transfectadas con siRNA-CTRL. FSP-1 se observó en la mayoría 
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del citoplasma celular de manera puntiforme (Figura 10C), α-SMA se presentó en el 
citoplasma celular en forma de fibras a lo largo de las células (Figura 8F), y FN como una 
red en el espacio extracelular rodeando las células (Figura 10I y L). En esta condición los 
marcadores endoteliales fueron casi indetectables. 
 Estos resultados sugieren que la inhibición de la expresión del factor de 
transcripción STAT3 en RMEC promueve cambios en distribución celular de los 
marcadores endoteliales, de los marcadores fibróticos y de la MEC, favoreciendo el 




























Figura 10. Cambios en la distribución celular de marcadores endoteliales, fibróticos 
y de la MEC inducidos por la inhibición de la expresión de STAT3 en RMEC. 
Marcadores endoteliales VE-Cad y CD-31 representados en color rojo, marcadores 
fibróticos y de la MEC en color verde en RMEC no transfectadas (A, D, G, J), transfectadas 
con si RNA-CTRL (B, E, H, K) y transfectadas con siRNA-STAT3 (C, F, I, L). (´) muestran 
zoom de los paneles principales. Los núcleos fueron teñidos usando DAPI. Barra de 
escala representa 10 µm. 
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5.4  Objetivo específico 4: “Demostrar que la inhibición de la expresión de STAT3 
induce la translocación de Smad4 desde el citoplasma al núcleo. 
 
 Para observar que la inhibición de la expresión de STAT3 produce un cambio en 
la translocación de Smad4 desde el citoplasma al núcleo celular, se analizó la expresión 
y la distribución de Smad4 en la fracción nuclear y en la fracción citosólica. Las 
condiciones experimentales son: 
 Diseño experimental para el objetivo 4: 
 CEs no transfectadas (NT). 
 CEs estimuladas con siRNA-CTRL (5 μM). 
 CEs estimuladas con siRNA-STAT3 (5 μM). 
 Para medir la expresión de Smad4 en la fracción citoplasmática y nuclear se realizó 
el protocolo de extractos nucleares (sección de materiales y métodos 4.6) y 
posteriormente western blot (sección de materiales y métodos 4.3). Los blots 
representativos obtenidos para cada condición fueron normalizados con los controles de 
carga respectivos, Tubulina para la fracción citoplasmática e Histona H3 para la fracción 
nuclear. 
 Para observar la distribución espacial de Smad4 en las células se realizó 
inmunofluorescencia (sección de materiales y métodos 4.5). Se obtuvieron imágenes que 
fueron analizadas con respecto a la condición control y se hicieron mediciones 
densitométricas de las fracciones citoplasmáticas y nucleares. 
 Una vez comprobada la inducción de la fibrosis mediante la inhibición de la 
expresión de STAT3 en RMEC, el siguiente paso fue determinar la vía de señalización 
participante. TGFβ-1 es una citoquina conocida como inductor de fibrosis en diversos 
tipos celulares, por lo que es un candidato tentativo como causante de procesos 
fibróticos. Además, en la introducción se señaló que en el laboratorio determinamos que 
al transfectar las RMEC con siRNA-STAT3 se generó la secreción de TGFβ-1 (Figura 5), 
lo cual podría generar un proceso fibrótico auto y paracrino.  
 Tomando en cuenta esto, se estudiaron los efectos de la inhibición del receptor 




 Las RMEC transfectadas con siRNA-CTRL, tanto en presencia como en ausencia 
del SB431542 mostraron alta expresión de los marcadores endoteliales VE-Cad y CD-
31. Al transfectar las RMEC con siRNA-STAT3 en ausencia de SB431542 se observó la 
disminución de la expresión de los marcadores endoteliales, efecto que fue inhibido al 
combinar el siRNA-STAT3 junto con el SB431542, donde los niveles de expresión tanto 
de VE-Cad como CD-31 se mantuvieron parejos con las RMEC transfectadas con siRNA-
CTRL (Figura 11A y C), mostrando diferencias significativas respecto a las RMEC 
transfectadas con siRNA-STAT3 en ausencia de SB431542 (Figura 11B y D). 
 Por otra parte, la expresión de los marcadores fibróticos α-SMA y FSP-1 fue 
aumentada significativamente en las RMEC transfectadas con siRNA-STAT3 en 
comparación a las RMEC transfectadas con siRNA-CTRL, ambas condiciones sin la 
presencia de SB431542. Sin embargo, al agregar el inhibidor SB431542, las RMEC 
transfectadas con siRNA-STAT3 mantuvieron una expresión de marcadores fibróticos en 
niveles basales, similares a las RMEC transfectadas con siRNA-CTRL (Figura 12E y G). 
Estos resultados mostraron diferencias significativas en la expresión de éstas proteínas 
con respecto a la condición de RMEC transfectadas con siRNA-STAT3 sin la presencia 
de SB431542 (Figura 12F y H). 
 Los marcadores relacionados con la matriz extracelular, FN y Col III, también 
mostraron un aumento en la expresión en la condición de RMEC transfectadas con 
siRNA-STAT3 sin presencia de SB431542, contrario a lo ocurrido al estimular las RMEC 
con siRNA-STAT3 junto con el inhibidor SB431542 donde los niveles de expresión se 
mantuvieron al mismo nivel presentado en las RMEC transfectadas con siRNA-CTRL en 
presencia y ausencia del inhibidor (Figura 13I y K). Se observaron diferencias 
significativas con respecto a las RMEC transfectadas con siRNA-STAT3 en ausencia del 
inhibidor SB431542 (Figura 13J y L). 
 Estos resultados sugieren que la inhibición de la expresión del factor de 
transcripción STAT3 en RMEC induce el aumento de la expresión de los marcadores 


































Figura 11. Cambios en los niveles de expresión de los marcadores endoteliales producidos 
por la inhibición de STAT3 junto con el inhibidor SB431542. Western blots y densitometría 
representativos de la expresión de VE-Cadherina (A, B) y CD31 (C, D). Tubulina se utilizó como 
control interno. Los niveles de proteína se normalizaron en contra de Tubulina y los datos se 
expresan en relación con las CEs NT. Las diferencias estadísticas fueron evaluadas por análisis 
one-way de varianza (ANOVA, Krustal-Wallis) seguido por la prueba Dunn’s post hoc. *: P<0,05 


































Figura 12. Cambios en los niveles de expresión de los marcadores fibróticos producidos 
por la inhibición de STAT3 junto con el inhibidor SB431542. Western blots y densitometría 
representativos de la expresión de α-SMA (E, F) y FSP-1 (G, H). Tubulina se utilizó como control 
interno. Los niveles de proteína se normalizaron en contra de Tubulina y los datos se expresan 
en relación con las CEs NT. Las diferencias estadísticas fueron evaluadas por análisis one-way 
















Figura 13. Cambios en los niveles de expresión de los marcadores de la MEC producidos 
por la inhibición de STAT3 junto con el inhibidor SB431542. Western blots y densitometría 
representativos de la expresión de FN (I, J), Col III (K, L). Tubulina se utilizó como control interno. 
Los niveles de proteína se normalizaron en contra de Tubulina y los datos se expresan en relación 
con las CEs NT. Las diferencias estadísticas fueron evaluadas por análisis one-way de varianza 
(ANOVA, Krustal-Wallis) seguido por la prueba Dunn’s post hoc. *: P<0,05 y **: P<0,01. 
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5.5 Objetivo específico 5: “Demostrar que los objetivos específicos 2, 3 y 4 son 
procesos dependientes del receptor ALK-5”. 
 
 Para demostrar que los eventos mencionados anteriormente son dependientes de 
la vía de señalización de TGFβ-1, utilizamos un inhibidor farmacológico contra el receptor 
ALK-5 (SB431542). Las condiciones experimentales son: 
 Diseño experimental para el objetivo 5: 
 CEs no transfectadas (NT). 
 CEs estimuladas con siRNA-CTRL (5 μM). 
 CEs estimuladas con siRNA-STAT3 (5 μM). 
 CEs estimuladas con SB431542 (0,5 μM). 
 CEs estimuladas con siRNA-CTRL (5 μM) + SB431542 (0,5 μM). 
 CEs estimuladas con siRNA-STAT3 (5 μM) + SB431542 (0,5 μM). 
 
 Con respecto a las condiciones en ausencia del inhibidor SB431542, la distribución 
de los marcadores se observaron de similar manera que en la sección de resultados 5.3, 
es decir las RMEC no transfectadas (Figura 14A, B, C, D) y las transfectadas con siRNA-
CTRL (Figura 14E, F, G, H) mostraron fuerte presencia de los marcadores endoteliales 
VE-Cad y CD-31, sin la detección de los marcadores fibróticos y de la MEC. Al tratar las 
células con siRNA-STAT3 (Figura 14I, J, K, L) no fue posible detectar la presencia de los 
marcadores endoteliales sin embargo los marcadores fibróticos y de la MEC aumentaron 
drásticamente.  
 En presencia del inhibidor SB431542, las condiciones de RMEC no transfectadas 
y las transfectadas con siRNA-CTRL se mantuvieron de igual manera que en ausencia 
de éste, exhibiendo alta presencia de los marcadores endoteliales y baja expresión de 
marcadores fibróticos y de la MEC casi indetectables (Figura 14M-T). Sin embargo, las 
RMEC transfectadas con siRNA-STAT3 en presencia del inhibidor mostraron la inhibición 
del efecto causado por el siRNA-STAT3, manteniendo la distribución de los marcadores 
de manera similar a las RMEC no transfectadas y a las transfectadas con el siRNA-CTRL, 
predominando los marcadores endoteliales sobre los fibróticos y de la MEC (Figura 14U, 
V, W, X). 
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 Estos resultados sugieren que la inhibición de la expresión del factor de 
transcripción STAT3 induce cambios en la distribución de los marcadores endoteliales, 






















































































































































































































































































































































































































































































































































































































5.6 La inhibición de la expresión de STAT3 induce la movilización de Smad4 
desde el citoplasma al núcleo en RMEC. 
 
 Debido a que los efectos fibróticos causados por la inhibición de la expresión de 
STAT3 son dependientes de la actividad del receptor ALK-5, es posible que estos efectos 
estén relacionados con la vía de señalización de las proteínas Smad que se activan río 
abajo de ALK-5. 
 Las RMEC no transfectadas muestran la localización de Smad4 principalmente en 
el citoplasma celular y en menor nivel dentro del núcleo (Figura 15A), al igual que las 
RMEC transfectadas con siRNA-CTRL (Figura 15B). Sin embargo, al estimular las RMEC 
con el siRNA-STAT3 se observó mayor presencia de Smad4 dentro del núcleo en 
comparación con el citoplasma (Figura 15C). Se observaron diferencias significativas con 
respecto a la condición de RMEC transfectadas con siRNA-STAT3 (Figura 15D). 
 Estos resultados sugieren que la inhibición de la expresión del factor de 


















































Figura 15. Diferencias en la localización celular de Smad4 debido a la inhibición de 
STAT3 en RMEC. Imágenes representativas de la localización de Smad4 (color verde) 
en RMEC no transfectadas (A), transfectadas con siRNA-CTRL (B) y transfectadas con 
siRNA-STAT3 (C). (´) corresponden al acercamiento de cada panel. Las densitometrías 
de los experimentos se muestran en (D). Las diferencias estadísticas fueron evaluadas 
por análisis one-way de varianza (ANOVA, Krustal-Wallis) seguido por la prueba Dunn’s 
post hoc. *: P<0,05 y **: P<0,01. 
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5.7  La inhibición de la expresión de STAT3 produce la movilización de Smad4 
desde el citoplasma al núcleo, proceso dependiente de la actividad de ALK-5.  
 
 Con respecto a las condiciones en ausencia del inhibidor SB431542, las RMEC no 
transfectadas muestran a Smad4 distribuido primordialmente en el citoplasma celular y 
con baja presencia en el compartimiento nuclear (Figura 16A), de igual manera que las 
RMEC transfectadas con siRNA-CTRL (Figura 16B). Al transfectar las RMEC con siRNA-
STAT3 se observó el aumento drástico de la translocación de Smad4 desde el citoplasma 
hacia el núcleo (Figura 16C). 
 Al analizar la relación núcleo/citosol se obtuvieron diferencias significativas 
correspondientes a la condición de RMEC transfectadas con siRNA-STAT3 (Figura 16D). 
 Al co-incubar con el inhibidor SB431542, tanto las RMEC no transfectadas como 
las transfectadas con siRNA-CTRL mantuvieron la distribución de Smad4 en mayor 
medida en el citoplasma en comparación al núcleo, al igual que en las condiciones sin el 
inhibidor de ALK-5 (Figura 16E y F). Al co-incubar el siRNA-STAT3 con el SB431542 se 
observó la inhibición de la translocación de Smad4 desde el citoplasma al núcleo, 
fenómeno observado en la condición en ausencia del inhibidor (Figura 16G). Al analizar 
la relación núcleo/citosol no se observaron diferencias significativas entre las condiciones 
mencionadas (Figura 16H). 
 Este resultado sugiere que la inhibición de la expresión del factor de trascripción 
STAT3 induce la fibrosis endotelial mediante la vía de TGFβ-1/Smad debido al aumento 
de la translocación de Smad4 desde el citoplasma al núcleo, proceso dependiente de la 
actividad de ALK-5. 
 
 



































































- SB431542 + SB431542 
Figura 16. Translocación de Smad4 dependiente de ALK-5 en RMEC. Imágenes representativas de la 
localización de Smad4 (color verde) en RMEC no transfectadas, en ausencia (A) y en presencia (E) del 
inhibidor de ALK-5, RMEC transfectadas con siRNA-CTRL en ausencia (B) y en presencia (F) del inhibidor 
de ALK-5 y RMEC transfectadas con siRNA-STAT3 en ausencia (C) y en presencia (G) del inhibidor de 
ALK-5. (‘) muestra acercamiento de los paneles principales y superposición de color verde (Smad4) y color 
azul (núcleos), y (´´) muestra imágenes exclusivas de la marca de Smad4 en color verde. Las 
densitometrías de los experimentos se muestran en (D y H) para las condiciones en ausencia y en 
presencia del inhibidor de ALK-5, respectivamente. Las diferencias estadísticas fueron evaluadas por 
análisis one-way de varianza (ANOVA, Krustal-Wallis) seguido por la prueba Dunn’s post hoc. *: P<0,05 y 
**: P<0,01. 
































































































5.8  La inhibición de la expresión de STAT3 en RMEC produce el aumento de 
Smad4 en la fracción nuclear, proceso dependiente de la actividad de ALK-5. 
 
 Con respecto a las condiciones en ausencia del inhibidor SB431542, al transfectar 
las RMEC con siRNA-STAT3, la expresión de Smad4 en la fracción nuclear aumentó 
considerablemente en comparación a las RMEC no transfectadas y las transfectadas con 
siRNA-CTRL, contrario a lo ocurrido en el citoplasma celular, donde Smad4 disminuyó su 
expresión frente a la inhibición de la expresión de STAT3 (Figura 17). Se observaron 
diferencias significativas sobre la presencia normalizada de Smad4 en las RMEC 
transfectadas con siRNA-STAT3 en la fracción nuclear (Figura 18). 
 Agregando el inhibidor SB431542 se observó que las RMEC transfectadas con 
siRNA-STAT3 mantuvieron niveles de Smad4 en la fracción nuclear similares a las RMEC 
no transfectadas y a las transfectadas con siRNA-CTRL, similar a lo ocurrido en la 
fracción citosólica (Figura 17), sin existir diferencias significativas entre ellas (Figura 18). 
 Estos resultados sugieren que la inhibición del factor de transcripción STAT3 
induce el aumento de Smad4 en la fracción nuclear de las RMEC, proceso dependiente 
























































































































































































































































































































































































































































Figura 18. Análisis densitrométrico de la presencia de Smad4 en la fracción citosólica 
y nuclear en RMEC. Análisis densitométrico de la figura 13. Los niveles de proteína se 
normalizaron en contra de Tubulina e Histona H3, y los datos se expresan en relación con 
las RMEC NT. Las diferencias estadísticas fueron evaluadas por análisis one-way de 
varianza (ANOVA, Krustal-Wallis) seguido por la prueba Dunn’s post hoc. *: P<0,05 y **: 
P<0,01. 
Fracción citosólica  
- SB431542 
Fracción citosólica  
+ SB431542 
Fracción nuclear  
- SB431542 






 La disfunción endotelial conlleva a eventos de fibrosis a través de la EndMT, 
procesos importantes para el desarrollo de patologías inflamatorias. Previamente se 
ha demostrado que estímulos inflamatorios inducen el desarrollo de fibrosis 
endotelial, como por ejemplo la exposición de CEs a LPS bacteriano y la exposición 
de CEs a citoquinas pro-infamatorias como TGFβ-1 (Echeverrıa et al., 2013). 
 En este trabajo, se demostró que la inhibición de la expresión del factor de 
transcripción STAT3 en células endoteliales de mesenterio de rata (RMEC), es una 
condición suficiente para promover la fibrosis endotelial mediante EndMT, proceso 
dependiente de la actividad del receptor de TGFβ-1, ALK-5. Nuestros resultados 
mostraron que la inhibición de la expresión de STAT3 en RMEC induce un cambio 
morfológico tipo-fibroblasto, junto con el aumento de los marcadores fibróticos, el 
aumento de los marcadores de la MEC y la disminución de los marcadores 
endoteliales. Además demostramos que la fibrosis inducida mediante la inhibición de 
la expresión de STAT3 requiere la actividad de ALK-5. Finalmente, también 
demostramos que estos eventos incluyen la translocación de Smad4 hacia el núcleo 
celular.   
Como se mencionó anteriormente, una de las características de la disfunción 
endotelial es la disminución de las uniones célula-célula provocada por la disminución 
de la presencia de proteínas de adhesión características del endotelio, como VE-
Cadherina y CD-31. En diferentes patologías se ha observado la disminución y 
reorganización de éstas proteínas, provocando como consecuencia el daño vascular, 
la activación y retracción de las CEs (Favero et al., 2014). Nuestros resultados son 
coincidentes con este hecho, ya que en las condiciones donde inducimos la EndMT 
mediante la inhibición de la expresión de STAT3, los marcadores endoteliales clásicos 
se vieron disminuidos fuertemente, tanto sus niveles de expresión como su 
distribución funcional en las células (Figuras 7 - 14) Esto provoca que hayan 
disminuido las uniones que mantienen la mono capa endotelial de manera íntegra. 
Igualmente observamos cambios tanto en niveles de expresión como en la 
distribución funcional con respecto a los marcadores fibróticos FSP-1 y α-SMA, los 
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cuales en condiciones fisiológicas normales son casi indetectables en las CEs. 
Puntualmente la presencia de FSP-1, correspondiente a un marcador exclusivo de 
fibroblastos activados, es de gran atención en las CEs una vez que son forzadas a 
adquirir un fenotipo fibrótico mediante, en este caso, la inhibición de la expresión de 
STAT3. Se ha demostrado anteriormente que una gran porción de los fibroblastos 
presentes en los tumores o ECV son derivados de células endoteliales a través de la 
EndMT, sin ser ésta una vía exclusiva (Zeisberg et al., 2007). Por otro lado, α-SMA, 
al ser una proteína representativa del aparato contráctil es esperado encontrarla 
fuertemente en fibroblastos activados ya que estas células son reconocidas por jugar 
un papel central en la reparación de tejidos a través de su capacidad de producir 
fuerte fuerza de contracción. Nuestro resultados coindicen con esto lo que se apoya 
con que la presencia de α-SMA sea casi nula en el fenotipo endotelial ya que al 
contraer las CEs se produciría la disrupción de la mono capa, produciendo fibrosis 
(Hinz et al., 2001). La presencia de la MEC es fundamental para la estabilidad 
funcional y organizacional de las células endoteliales, las cuales regulan la síntesis y 
degradación de la matriz para la mantención del equilibrio. Las CEs requieren de la 
adhesión a la MEC para procesos como la migración y angiogénesis (Davis y Senger, 
2005). Además, la MEC juega un importante rol en procesos normales de 
regeneración de tejidos, sin embargo cuando la deposición de sus componentes es 
excesiva se produce disfunción y disrupción de la homeostasis de la MEC 
promoviendo enfermedades fibróticas e inflamatorias mediante la remodelación de 
las proteínas de la MEC (Cox y Erler, 2011). Frente a eventos fibróticos, se produce 
la hiper proliferación de fibroblastos y la excesiva secreción y síntesis de los 
componentes de la MEC, hecho corroborado con nuestros resultados obtenidos en el 
laboratorio, donde exponiendo las CEs a estímulos pro-fibróticos aumenta la 
expresión y la deposición tanto de FN como Col III. 
 
 El rol específico de STAT3 en la fibrosis aún es incierto sin embargo diversos 
estudios indican que tiene gran importancia en éste proceso tanto a favor como en 
contra de su desarrollo y fuerte evidencia plantea que STAT3 es un punto de 
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convergencia de numerosas vías de señalización oncogénicas, entre ellas la vía de 
TGFβ-1. 
 Nuestros resultados obtenidos apuntan al desarrollo de la fibrosis endotelial en 
rata como modelo de estudio mediante la inhibición de la expresión de STAT3, lo cual 
coindice con ciertas referencias previas. Por ejemplo, a través de la creación de 
ratones KO condicionales de STAT3 en cardiomiocitos se disminuyó en 
aproximadamente 40 % los niveles de ésta proteína en comparación a los ratones 
control poco tiempo después de nacer, niveles que disminuyeron progresivamente 
hasta llegar a la eliminación completa de STAT3 a los 3 meses de vida. Además los 
niveles de ciertas proteínas pro-fibróticas, como colágeno, aumentaron en los ratones 
KO conforme los niveles de STAT3 disminuyeron, provocando fibrosis intersticial 
(Hilfiker-Kleiner et al., 2005). Esto sugiere que STAT3 en cardiomiocitos de ratón 
controla la expresión de los genes río abajo posiblemente envueltos en la regulación 
de la fibrosis. Con la estrategia utilizada en nuestro laboratorio para la inhibición de la 
expresión de STAT3 mediante siRNA logramos la disminución sobre el 80 %, lo cual 
provocó el aumento significativo de proteínas pro-fibróticas, resultados similares a la 
referencia mencionada. Cuando los ratones KO cumplieron 9 meses de vida, la tasa 
de mortalidad aumentó considerablemente, tasa asociada a fallas cardiacas, llegando 
a los 12 meses de vida con fibrosis intersticial masiva. Por otra parte y apoyando 
estos descubrimientos, se ha observado la disminución significativa de los niveles de 
STAT3 en cardiomiocitos provenientes de corazones humanos deficientes (Podewski 
et al., 2003) hecho que sugiere que tanto, la reducción de la expresión como de la 
activación de STAT3 en pacientes con insuficiencia cardiaca, afecta negativamente 
los mecanismos cardioprotectores fundamentales, contribuyendo a la progresión de 
la patología. Esto indica que nuestra estrategia mediante siRNA contra STAT3 podría 
ser capaz de provocar efectos similares al ser aplicada in vivo en nuestro modelo de 
estudio, posiblemente provocando la muerte de los animales debido a fibrosis 
extensiva, lo cual sería un buen objetivo futuro para la continuación de este estudio. 
 Con respecto a la vía de señalización involucrada en el proceso pro-fibrótico 
asociado a la inhibición de STAT3, demostramos que se produce el aumento de la 
expresión de TGFβ-1 al inhibir la expresión de STAT3. TGFβ-1 regula la expresión 
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de diversas proteínas de la MEC, como Col y FN, evento que bajo condiciones 
normales produce un balance entre la síntesis y la degradación de éstas. Es por esto 
que TGFβ-1 juega un importante rol en la reparación y remodelación de los tejidos, 
siendo también un potente agente fibrótico (Branton y Kopp, 1999). Detectar un alza 
de la expresión de TGFβ-1 en el sobrenadante de las RMEC (Figura 5) indica tanto 
el aumento de la síntesis como de la secreción de ésta proteína, sugiriendo este 
aumento como la principal causa de la fibrosis endotelial observada en las RMEC 
transfectadas con siRNA-STAT3. La vía de señalización de TGFβ-1 está relacionada 
con diversas proteínas asociadas a cascadas de señalización paralelas, por ende los 
efectos observados frente al aumento de TGFβ-1 provocado por la inhibición de 
STAT3 pueden estar relacionados con ciertas citoquinas de manera indirecta. La 
cascada de TGFβ-1 actúa mediante la movilización de las Smad desde el citoplasma 
al núcleo para la transcripción de genes pro-fibróticos por ende los efectos 
observados son dependientes de la movilización del complejo Smad. Las proteínas 
Smad se relacionan también con la vía de IL-β, TNF-α, ERK, entre otras, provocando 
diferentes efectos dentro y fuera de las células (Lan, 2011). Es por esto que no 
podemos atribuir en un 100 % los efectos fibróticos observados al inhibir la expresión 
de STAT3 únicamente al aumento de TGFβ-1. Sin embargo, al comprobar que el 
aumento de la movilización hacia el núcleo del co-factor Smad4 está relacionado con 
la captación de TGFβ-1 por su receptor ALK-5, podemos sugerir que la fibrosis ocurre 
al desencadenar la cascada de fosforilación río abajo de éstas. 
 Con respecto a Smad4, se ha descrito que su expresión in vivo en riñón se ve 
aumentada en ratones con fibrosis renal en comparación a los controles. Mediante la 
utilización de un siRNA-Smad4 se disminuyó considerablemente su expresión y se 
observó la inhibición de la fibrosis renal. También se ha observado el aumento de la 
expresión de marcadores fibróticos como α-SMA, Col I y FSP-1 en los ratones con 
riñones fibróticos, niveles que disminuyeron significativamente en presencia del 
siRNA-Smad4 en comparación a los controles. Además al evaluar los niveles de 
TGFβ-1, los cuales frente a condiciones fibróticas se observaron aumentados, al tratar 
los animales con siRNA-Smad4 disminuyeron pero sin diferencias significativas 
(Morishita et al., 2014). Esta evidencia sugiere la inhibición de Smad4 como un 
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enfoque terapéutico crucial para inhibir la fibrosis renal in vivo. Esto coincide con lo 
planteado en nuestro trabajo ya que sin la presencia, actividad o movilización de 
Smad4 al núcleo, la vía de señalización pro-fibrótica de TGFβ-1 no podría llevarse a 
cabo, aumentando los niveles de Smad4 en el núcleo frente a condiciones de fibrosis 
(Figura 16 y 17). 
 Se ha demostrado que la activación de STAT3 induce la expresión de Smad7 
(Smad inhibitoria de la vía de TGFβ-1/Smad), atenuando la señalización por parte de 
TGFβ-1, en células renales humanas (Wang et al., 2015). Esto indicaría que, la 
fibrosis endotelial observada en este trabajo frente a la inhibición de la expresión de 
STAT3 en las RMEC, podría estar relacionada con la disminución de la expresión de 
Smad7, permitiendo que la vía de señalización pro-fibrótica TGFβ-1/Smad se lleve a 
cabo en mayor medida, provocando el aumento de la transcripción de TGFβ-1, el 
aumento de la translocación de Smad4 al núcleo y por ende de la fibrosis endotelial 
(Figura 19). Además, recientemente se demostró que STAT3 tiene una relación física 
directa con Smad3 en el núcleo de hepatocitos humanos in vitro, donde se ha descrito 
que STAT3 compite con Smad4 por la unión a Smad3, impidiendo la formación del 
complejo Smad3/4 y por ende impidiendo la transcripción de genes blancos (Wang et 
al., 2015). Es decir, al inhibir la expresión de STAT3, se permite la formación del 
complejo Smad3/4, complejo necesario para la transcripción de genes pro-fibróticos, 
razón que aporta al entendimiento molecular del fenómeno observado en nuestros 
resultados. Smad2 y Smad3 son altamente similares estructuralmente (92% de 
igualdad en secuencia), sin embargo, a diferencia de Smad3, Smad2 carece de la 
región que confiere el sitio de unión al DNA, razón que explicaría por qué STAT3 
secuestra a Smad3 y no a Smad2. 
 Existen inhibidores del receptor ALK-5 utilizados como potenciales terapias contra 
patologías como por ejemplo la fibrosis hepática, aterosclerosis, cáncer o cualquier 
patología donde se encuentre involucrada la vía de TGFβ-1 (Ling y Lee, 2011), lo cual 
coincide con nuestros resultados obtenidos en el laboratorio, donde al inhibir la 
actividad del receptor ALK-5 se bloquea la respuesta fibrótica producida por la 
inhibición de la expresión de STAT3. Esto además comprueba que la fibrosis 
desarrollada es provocada por la vía de señalización de TGFβ-1. Con respecto al 
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inhibidor utilizado, SB431542, se ha descrito en células de ratón y de humano que no 
tiene efectos en otros receptores de la familia ALK que reconocen proteínas como las 
proteínas morfogénicas óseas (BMPs),  las cuales corresponden a la superfamilia de 
los factores de crecimiento transformante beta, además de que el inhibidor es 
altamente selectivo sin implicancias en la señalización de las BMPs (Inman et al., 
2002). Esto descarta que el inhibidor tenga efectos no deseados por bloqueos 
inespecíficos de otro receptor o de otra cascada de señalización. 
 
 Tomando en cuenta todo lo anterior, hemos comprobado que el factor de 
transcripción STAT3 tiene un importante rol en el proceso de regulación de la fibrosis 
y que su participación se relaciona con la vía de señalización pro-fibrótica de TGFβ-
1. Referencias previas en diferentes modelos de estudio coinciden con lo planteado 
en este trabajo y también aportan argumentos a nivel molecular causantes de la 
fibrosis observada al inhibir la expresión de STAT3. Estas razones apuntan a (1) la 
disminución en la regulación de la cascada debido a la baja presencia de la Smad 
inhibitoria Smad7 y/o (2) al funcionamiento de Smad3 aportando a la trascripción de 
genes pro-fibróticos, procesos que son impedidos frente a la presencia funcional de 
STAT3. 
 Sumando éste y los diversos estudios que relacionan STAT3 con la fibrosis de 
diferentes tipos celulares, éste factor de transcripción se ha transformado en un target 








































































































































































































































































 La inhibición de la expresión del factor de transcripción STAT3 produce un cambio 
fenotípico tipo fibroblasto. 
 La inhibición de la expresión del factor de transcripción STAT3 produce 
disminución de la expresión de los marcadores endoteliales, VE-Cadherina y 
CD31. 
 La inhibición de la expresión del factor de transcripción STAT3 produce aumento 
de la expresión de los marcadores fibróticos, FSP-1 y α-SMA, y de las proteínas 
de la MEC, FN y Col III. 
 La inhibición de la expresión del factor de transcripción STAT3 induce la 
translocación de Smad4 desde el citoplasma al núcleo, proceso necesario para la 
respuesta fibrótica. 
 Los efectos producidos por la inhibición de la expresión del factor de transcripción 





















 Este trabajo tiene implicancias a nivel molecular sobre el funcionamiento de las 
células endoteliales frente a estímulos inflamatorios. Estos estímulos son capaces de 
producir la fibrosis endotelial mediante el proceso de EndMT, el cual se encuentra 
involucrado en diversas enfermedades inflamatorias como las ECV y la 
aterosclerosis. Al comprobar in vitro la existencia de una relación entre el factor de 
transcripción STAT3 y el desarrollo de la fibrosis endotelial, indica que éste factor 
transcripcional podría convertirse en un foco de estudio como posible target de 
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Figura 1 Anexo. Inhibición de la expresión de STAT3 mediante siRNA en RMEC. Western 
blot representativo de la expresión de STAT3 (A). Tubulina se utilizó como control interno. El 
análisis densitométrico se muestra en (B). Los niveles de proteína se normalizaron en contra 
de la Tubulina y los datos se expresan en relación con las CEs control. Las diferencias 
estadísticas fueron evaluadas por análisis one-way de varianza (ANOVA, Krustal-Wallis) 



































































Figura 2 Anexo. Control positivo de la movilización de Smad4 en RMEC. Imágenes 
representativas de la distribución de Smad4 en RMEC control (A), RMEC estimuladas con TGFβ-
1 (B), RMEC estimuladas con SB431542 (C) y RMEC co-estimuladas con TGFβ-1 y SB431542 
(D). Las densitometrías de los experimentos se muestran en (D). Las diferencias estadísticas 
fueron evaluadas por análisis one-way de varianza (ANOVA, Krustal-Wallis) seguido por la prueba 




10.2.  MEDIOS DE CULTIVO 
 
 Medio de incubación RMEC 
 500 mL F-12K Nutrient mixture (1X) 
 3 mL Fungizona 
 6 mL Penstrep (Penicilina/Streptomicina) 
 
 Medio Completo RMEC (20 %) 
 1 L de agua auto clavada 
 1 sobre de medio M199 
 2,2 g NaHCO3 
 Ajustar a pH 7,2 
 Filtrar y agregar 3 mL Fungizona y 6 mL Penstrep (Penicilina/Streptomicina) 
 Suplementar con 20 % de suero (CCS y FBS) 
 
 Medio experimental (1 %) 
 1 L de agua auto clavada 
 1 sobre de medio M199 
 2,2 g NaHCO3 
 Ajustar a pH 7,2 
 Filtrar y agregar 3 mL Fungizona y 6 mL Penstrep (Penicilina/Streptomicina) 




 Buffer RIPA para extracción de proteínas (50 mL) 
 175 μL EGTA 285 mM 
 50 μL HEPES 1 M 
 7 mL Sacarosa 1,8 M 
 500 mL Tritón 100 % 
 2,5 mL SDS 10 % 
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 5 mL Glicerol 100 %  
 50 μL Nonidet 100 %  
 Agua destilada Aforar a 50 Ml 
 
 Buffer TTBS 0,1 % (1 L) 
 l 8 g/L 
 KCl 0,2 g/L 
 Tris 3 g/L 
 Ajustar pH a 7,4 y suplementar con 1 mL de Tween 20 
 
 Buffer de carga proteínas 
 Tris-HCL pH 6,8 300 mM 
 SDS 12 % 
 Azul bromofenol 0,6 % 
 Glicerol 60 % 
 
 Buffer de corrida 10X 
 30 g Tris-base 250 mM  
 144 g Glicina 1920 mM 
 10 g SDS 10 % 
 Agua destilada aforar a 1 L 
 
 Buffer MILD-STRIPPING 
 15 g Glicina 
 1 g SDS 
 10 mL Tween 20 
 Aforar con agua destilada a 1 L 
 pH 2,2 
 
 
               
+ SB431542 - SB431542 A ’ ’ BC
